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US procedimiento enzimatico para obtener 4-0— B—p— 

galactopiranosil-D-xilo s a, 4-0-B-D-aalactoDiranosil-D-xilosa 
obtenxda de acuerdo con el procedimiento. compos iciones que la 
contienen v su uso en la evaluacion de la lactasa intestinal. 

Un procedimiento enzimatico para obtener 4-0-B-D- 
galactopiranosil-D-xilosa util, como tal o en composiciones o 
disoluciones, en la evaluaci6n in vivo de la actividad lactasa 
intestinal en humanos, que comprende las etapas de 

preparar una mezcla de reacci6n de D-xilosa, un fi-D- 
galactopiran6sido, y un medio de reacci6n que comprende agua 
tamponade a un pH entre 5.0 y 9.0; ariadiendose 10 a 1.000 unidades 
de J3-D-galactosidasa por gramo de /3-D-galactopiranosido; 

someter la mezcla de reacci6n a una reacci6n a una 
temperatura entre una temperatura superior al punto de congelacion 
de la mezcla de reaccidn y 45°c, durante 2 a 48 horas; 

parar la reacci6n mediante desactivaci6n de la J3-D- 
galactosidasa; y 

aislar y cristalizar, las fracciones que contienen 4-0-/3-D- 
galactopiranosil-D-xilosa en una mezcla de cristalizaci6n 
seleccionada entre mezclas de acetona/metanol en una relaci6n entre 
20/1* Y meZclas de a cetona/agua en una relaci6n entre 5/1 a 
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tItulo de LA INVENCI6N 
UN PROCEDIMIENTO ENZIMATICO PARA OBTENER 4-0-B-D- 
GALACTOPIRANOSIL-D-XILOSA, 4-0-fl-D-GALACTOPIRANOSIL-D- 
XILOSA OBTENIDA DE ACUERDO CON EL PROCEDIMIENTO, 
5 COMPOSICIONES QUE LA CONTIENEN Y SU USO EN LA EVALUACION 

DE LA LACTASA INTESTINAL 
La presente invencion esta comprendida en el campo 
de los procedimientos para obtener compuestos, 
concretamente disacaridos utiles en los metodos de 
10 evaluacion incruentos de la actividad lactasa intestinal. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 
La deficiencia o baja actividad en lactasa 
intestinal que resulta en una capacidad insuficiente o 
hasta nula para digerir lactosa, es rara como error 
15 metabolico congenito, pero es un sindrome comun en 
humanos adultos. Sin embargo, en la mayor parte de los 
mamiferos existe una acusada disminucion de la actividad 
lactasa desde el momento del destete. En humanos cuyos 
antepasados hayan dependido de un consumo sustancial de 
2 0 leche o productos l£cteos durante largo tiempo, esta 
disminucion es menos frecuente. Por otra parte, en 
lactantes es bastante infrecuente la deficiente o baja 
actividad en lactasa intestinal. 

La determinacion de la actividad lactasa intestinal 
25 es de importancia en pediatria y gastroenterologia y 
puede llevarse a cabo directamente, a partir de una 
muestra de mucosa, o indirectamente, a partir del nivel 
de glucosa en sangre o del hidrogeno espirado, despues de 
la administracion de una dosis de lactasa al individuo . 
30 La determinacion directa tiene la desventaja de 

constituir un metodo complejo y caro debido a que 
requiere instrumental especifico y personal muy 
especializado para la pr6ctica de la extracci6n de la 
muestra que deberd someterse a an&lisis posteriormente , a 
35 parte de resultar desagradable y no carente de peligro 



para el individuo. 

Otros metodos de determinacion de la lactasa 
intestinal se basan en que determinados disac&ridos son, 
en base a su afinidad a la lactasa, susceptibles de 
actuar como sustrato de la lactasa y se transforman, por 
acci6n de la enzima, en determinados monosacdridos que 
son absorbidos f&cilmente por el intestino y eliminados 
por la orina. 

En la patente espanola ES-P-9001680 se describe la 
preparacion del disac&rido 4-0-fl-galactopiranosil-D- 
xilosa de la f6rmula (I) 




para la evaluacion de la actividad lactasa intestinal. 
Dicho disac&rido se administra oralmente, actua como 
sustrato de la lactasa intestinal y por tanto se 
descompone, en el tracto intestinal, en xilosa y 
galactosa, siendo absorbida la xilosa y eliminada por la 
orina en la que la xilosa puede evaluarse directamente 
mediante un m6todo colorim£trico simple. 

Las cantidades de xilosa excretadas en orina estdn 
correlacionadas con los niveles de lactasa intestinal. 

La patente espanola ES-P-9001680 tambi<§n describe un 
m6todo de preparaci6n bdsicamente para la 4-0-fi- 



4 



galactopiranosil-D-xilosa, que comprende una slntesis a 
partir de bencil fl-D-xilopiranosido y que sigue una 
secuencia de operaciones que implica reacciones de 
proteccion selectiva, glicosilacion y desproteccion. 
5 Tanto el numero de etapas de reaccion, como la 
utilizacion de reactivos caros tales como el triflato de 
plata en la reaccion de glicosilacion, y el empleo de 
columnas de cromatograf ia en la purificacion de 
intermedios y del producto final, producen costes y 

10 presentan dificultades para llevar a cabo este 
procedimiento a escala industrial. 

Las patentes espanolas ES-P-9502185 y ES-P-9701156 
describen procedimientos enzimaticos para la preparacion 
de mezclas de disacaridos galactopiranosil-xilosas que 

15 contienen el disacarido (I) y sus regioisomeros 2-0-J3-D- 
galactopiranosil-D-xilosa y la 3-0-13-D-galactopiranosil- 
D-xilosa que, respect ivamente, presentan las siguientes 
f 6rmulas 




(II) 




OH OH (HI) 

Los procedimientos descritos en las patentes 
espanolas ES-P-9502185 y ES-P-9701156 permiten obtener en 
una sola etapa de reaccion y tras purificacidn 
cromatogrSf ica, mezclas de 2-, 3- y 4-0-J3-D- 
galactopiranosil-D-xilosa utiles como sustratos y, por 
tanto, para la determinacion de la actividad de la enzima 
lactasa intestinal, Dichos procedimientos, aunque viables 
a partir de sustratos y enzimas asequibles, presentan 
dif icultades, desde el punto de vista de la sintesis 
industrial, en cuanto a la caracterizaci6n de las 
proporciones m£s adecuadas, la reproducibilidad de la 
preparaci6n en dichas proporciones y la determinaci6n de 
posibles impurezas . 

Por otra parte, Gorin et al. en "The Synthesis of B- 
Galacto- And J3-Gluco-Pyranosyl Disaccharides by 
Soorobolomyces Sinaularis " , Can. J. Chem. 42(1964) 2307- 
2319, describen la sintesis de una pluralidad de 
disacdridos , entre ellos 2-0-B-D-galactopiranosil-D- 
xilosa y la 3-0-J3-D-galactopiranosil-D-xilosa , mediante 
un procedimiento utilizando celulas. En esta publicacion 
no se describe ninguna utilidad de los diversos 
disac£ridos sintetizados . 

OBJETO DE LA INVENCI6N 
Es un primer objeto de la presente invenci6n superar 
los inconvenientes del estado de la t6cnica anteriormente 
descrito . 
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Es otro objeto de la invencion, proporcionar un 
procedimiento mejorado que implica una reaccion 
enzimatica entre D-xilosa y un sustrato B-D- 
galactopiran6sido y una posterior fase de aislamiento y 
5 purif icacion, que permite aumentar la proporcion de 4-0- 
B-D-galactopiranosil-D-xilosa en la mezcla final de la 
reaccion enzimatica frente a los disacaridos 2- y 3-0-B- 
D-galactopiranosil-D-xilosa, a partir de cuya mezcla 
final puede aislarse la 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa 
10 mediante operaciones simples. 

La 4-0-fi-D-galactopiranosil-D-xilosa que puede 
obtenerse mediante el procedimiento anteriormente 
mencionado asi como las compos iciones que comprenden 
dicha 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa , constituyen 
15 ulteriores objetos de la invencion. 

Es otro objeto de la invencion usar la 4-0-B-D- 
galactopiranosil-D-xilosa en la preparaci6n de 
composiciones y disoluciones utiles en la evaluacion in 
vivo de la actividad lactasa intestinal. 
2 0 DESCRIPCI6N DE LA INVENCI6N 

Los objetos anteriormente mencionados se consiguen 
de acuerdo con la presente invencion, mediante un 
procedimiento enzimatico para obtener 4-0-B-D- 
galactopiranosil-D-xilosa que comprende 
25 una primera etapa en la que se prepara una primera 

mezcla de reaccion de 

2-20 % en peso de D-xilosa 

0,5-5% en peso de un sustrato B-D- 
galacto]Diran6sido 
30 75-97,5 % en peso de un medio de reacci6n que 

comprende agua tamponada a un pH entre 5.0 y 9.0; 

anadiendose 10 a 1.000 unidades de una enzima 
B-D-galactosidasa, por gramo de B-D-galactopiran6sido a 
la primera mezcla de reacci6n; y obteni^ndose una segunda 
35 mezcla de reacci6n; 



una segunda etapa en la que la segunda mezcla de 
reacci6n se somete a una reaccion a una temperatura 
comprendida entre una temperatura superior al punto de 
congelaci6n de la segunda mezcla de reacci6n y 459c, 
durante 2 a 48 horas, para formar disacaridos en la 
segunda mezcla de reacci6n; 

una tercera etapa en la que se para la reaccion 
cuando se han formado los disacaridos en la cantidad 
deseada, mediante un tratamiento elegido entre una 
desactivaci6n de la fl-D-galactosidasa por congelaci6n de 
la segunda mezcla de reacci6n a una temperatura entre - 
202c y -170 9c, una desactivaci6n de la fi-D-galactosidasa 
por calentamiento de la segunda mezcla de reacci6n a una 
temperatura entre 95 y llO^C, y una separacion de la fi-a- 
galactosidasa de la segunda mezcla de reacci6n por 
ultraf iltraci6n; obteniendose una tercera mezcla de 
reacci6n; 

una cuarta etapa en la que se separa de la tercera 
mezcla de reaccion, mediante extraccion o filtracion, un 
fragmento aglic6nico del sustrato fl-D-galactopiran6sido 
usado en la primera etapa; obteniendose una cuarta mezcla 
de reacci6n; 

una quinta etapa en la que se aislan fracciones que 
contienen 4-0-fl-D-galactopiranosil-D-xilosa, seleccionada 
entre 

una adicion de celita a la cuarta mezcla de 
reacci6n, seguida de extraccion solido-llquido con un 
disolvente y elucion con un primer eluyente en una 
columna; 

y una adici6n directa de carbon activo a la cuarta 
mezcla de reacci6n seguida de filtraci6n y eluci6n con un 
segundo eluyente, 

y una sexta etapa, las fracciones que contienen 4-0- 
B-D-galactopiranosil-D-xilosa se cristalizan en una 
mezcla de cristalizaci6n seleccionada entre mezclas de 



acetona/metanol en una relacion entre 5/1 a 20/1, y 
mezclas de acetona/agua en una relaci6n entre 5/1 a 20/1. 

De acuerdo con la invencion, la proporci6n de D- 
xilosa en la segunda mezcla de reaccion es 
5 preferentemente de 7,5% en peso, la proporcion del B-D- 
galactopiranosido en la segunda mezcla de reaccion es de 
1,5% en peso, y se anaden 100 unidades de B-D- 
galactosidasa, por gramo de B-D-galactopiranosido . 

Opcionalmente, el medio de reaccion puede comprender 

10 ademds al menos un medio codisolvente seleccionado entre 
dimetilsulfoxido, dimetilf ormamida, dioxano y mezclas de 
los mismos, preferentemente en una proporcion del 20% 
referida al medio de reaccion. En una realizacion de la 
invenci6n, el medio de reaccidn est£ tamponado a pH 7 . 

15 La reaccion convenientemente se lleva a cabo a 

temperatura constante, a fin de aumentar su 
reproducibilidad. En una realizaci6n del procedimiento de 
la invenci6n, la temperatura de reaccion es superior al 
punto de congelacion de la segunda mezcla de reaccion e 

20 inferior a 40QC. En otra realizaci6n, la reaccion se 
realiza a temperatura ambiente, lo cual permite buenos 
rendimientos sin necesidad de enfriar la segunda mezcla 
de reaccion. La reaccion tambien puede realizarse a -5°C, 
o a 37 ec. La temperatura de reaccion es preferentemente 

25 inferior a 0^c pero superior al punto de congelacion de 
la segunda mezcla de reaccion. 

De acuerdo con la invencion, el sustrato B-D- 
galactopiranosido preferentemente se selecciona entre o- 
nitrofenil B-D-galactopiranosido (Gal-ONP) y lactosa. La 

30 enzima B-galactosidasa puede ser B-galactosidasa de E. 
coli o de Kluyveramyces lactis (como por ejemplo 
MAXILACT®). Cuando se usa Gal-ONP como sustrato se forma 
en la reacci6n o-nitrofenol que se elimina por extracci6n 
con acetato de etilo en el caso de que la reacci6n se 

35 pare por calentamiento, o bien se elimina por simple 



filtraci6n en el caso de que la reaccion se pare por 
enfriamiento . 

Cuando, en la tercera etapa del procedimiento la 
reaccion se para mediante congelacion de la segunda 
mezcla de reaccion, se aplica pref erentemente una 
temperatura de -78QC. Por otra parte, cuando en la 

tercera etapa la reaccion se para mediante calentamiento 
de la segunda mezcla de reaccion, se aplica 
pref erentemente una temperatura de 100 sc. 

En la quinta etapa, la 4-0-J3-D-galactopiranosil-D- 
xilosa puede aislarse de la mezcla de reaccidn, mediante 
varios m6todos alternativos . 

Segun un primer metodo alternativo, se elimina el 
agua de la cuarta mezcla de reaccion para obtener un 
residuo de reaccion que contiene los disacaridos, se 
somete el residuo de reacci6n a un tratamiento de 
acetilacion para obtener un derivado peracetilado de 4-0- 
fi-D-galactopiranosil-D-xilosa, y a una separaci6n del 
derivado peracetilado en colurana cromatogrdf ica en gel de 
silice. La acetilacion del residuo de reaccion se realiza 
pref erentemente con anhidrido ac6tico en piridinait, 
mientras que, pref erentemente, la desacetilaci6n del 
derivado peracetilado se realiza cataliticamente con 
met6xido s6dico en metanol. 

Segun un segundo metodo alternativo, la cuarta 
mezcla de reacci6n se somete a una elucion en columna con 
un primer eluyente que puede seleccionarse entre mezclas 
de agua con metanol, etanol o isopropanol, 
pref erentemente una mezcla agua/isopropanol con una 
proporcion de isopropanol de 1 a 10% (v/v), 
pref erentemente del 2% (v/v) . 

La eluci6n se lleva a cabo en una columna de 
f iltraci6n seleccionada entre columnas de f iltraci6n con 
rellenos de polimeros de dextranos entrecruzados , como 
por ejemplo una columna con relleno de SEPHADEX, columnas 



de filtracion con rellenos de polimeros de acrilamida, 
como por ejemplo una columna con relleno de BIOGEL, y 
columnas de filtracion de carbon active o de carbon 
activo-celita, para obtener fracciones que contienen 4 
O-B-D-galactopiranosil-D-xilosa. 

Preferentemente, la cuarta mezcla de reacci6n se 
concentra antes de someterse a la elucion en la columna. 
Segun un tercer metodo alternative se adiciona celita a la 
cuarta mezcla de reaccion, se concentra hasta sequedad la 
mezcla asi obtenida y se somete el residuo a una 
extracci6n solido-liquido con un disolvente organico en un 
extractor "soxhlet" seguida de eluci6n en una columna. El 
disolvente preferido para la extraccion solido-liquido es 
acetato de etilo. La columna esta seleccionada entre 
columnas de filtracidn con rellenos de polimeros de 
dextranos entrecruzados , como por ejemplo una columna con 
relleno de SEPHADEX, columnas de filtracidn con rellenos 
de polimeros de acrilamida, como por ejemplo una columna 
con relleno de BIOGEL, y columnas de filtracidn de carbon 
active o de carbon activo-celita. Preferentemente la 
columna es de carb6n activo-celita, en la que se desactiva 
el carb6n mediante adici6n de acido clorhidrico. 

Este tercer metodo alternative ofrece la ventaja de 
eliminar la mayor parte de la xilosa -sobre todo cuando 
se usa en gran exceso en la reaccion - antes de la 
eluci6n en la columna con lo cual el relleno, asi como la 
cantidad de primer eluyente que se necesita para la 
eluci6n es mucho menor. Otra ventaja de este tercer metodo 
alternative es que la extraccion solido-liquido en acetato 
de etilo* es completamente selectiva puesto que en la fase 
liquida no se observa presencia de disacaridos, sino 
unicamente de xilosa y galactosa. 

Segun un cuarto metodo alternative la elucidn en 
la quinta etapa se realiza en lugar de utilizando una 
columna de relleno, adicionando carb6n active a la cuarta 



mezcla de reaccion una vez separado el fragmento 
agliconico del sustrato en la cuarta etapa, consiguiendo 
asl que la 4-0-3-D-galactopiranosil-D-xilosa, se adsorba 
sobre el carbon activo y eluyendo la 4-0-fl-D- 
galactopiranosil-D-xilosa del carb6n activo con un segundo 
eluyente. Dicha elucion se lleva a cabo pref erentemente 
mediante lavados consecutivos con agua y con isopropanol 
diluido con proporci6n creciente en volumen de isopropanol 
en pasos sucesivos. La proporci6n en volumen de 
isopropanol estci comprendida entre 1% y 3% en un primer 
paso, entre un 3% y un 5% en un segundo paso, y entre un 
5% y un 7% en un tercer paso. La concentracidn de 
isopropanol preferida para el lavado es una secuencia de 
isopropanol al 2%, seguida de eluci6n con isopropanol al 
4% y seguida de eluci6n con isopropanol al 6%. Del 
residuo obtenido por concentracion, se obtiene la 4-0-J3-D- 
galactopiranosil-D-xilosa pura cristaliz&ndola en acetona- 
agua . 

Pref erentemente, segun este cuarto metodo alternativo 
se usa o-nitrofenil J3-D-galactopiran6sido como sustrato 
para la reaccion. 

Segun este cuarto metodo alternativo se obtienen 
multiples ventajas tales como que no es necesario calentar 
la segunda mezcla de reaccidn a lOO^c para detener la 
reacci6n, ni tampoco separar el fragmento aglic6nico del 
sustrato en la cuarta etapa mediante extraccion. De igual 
modo, se evita la necesidad de concentrar la cuarta mezcla 
de reacci6n, con lo que no se produce caramelizaci6n de la 
misma. Se reduce la cantidad de carb6n activo que se 
necesitaria para el relleno de una columna, se reduce 
tambi^n la cantidad total de eluyentes, y se evita el uso 
de celita. 

De acuerdo con la invenci6n segun la sexta etapa se 
cristalizan las fracciones que contienen 4-0-J3-D- 
galactopiranosil-D-xilosa obtenidas en una mezcla de 



eristalizacion elegida antra mezclas da acetona/netanol 

b/1 a 20/1. V mezclas de 
en una relacion antra 5/1 a 20/1, y 

acetona/agua en una relacion entre 5/1 a 20/1, 
preferentemente una relacldn de 10/1. 

L a invencion tambien se refiere a 4-0-13 D 
g alactopiranosil-D-xilosa obtenida mediante el 
procedi'iento anterionnente descrito, y a 

Loluciones salinas o acuosa, que ccnprenden una 4-0-*- 
D -galactopiranosil-D-xilosa obtenida mediante dicbo 
procedimiento, asi con» .1 use de una 4-0-B-D 
galactopiranosil-D-xilosa en la preparacion de 
cemposiciones y disoluciones para la evaluacidn in vivo 
de lactasa intestinal en humanos. 

E „ tales composiciones y disolucienes, la fl-D- 
galactopiranosil-D-xilosa se cosine con cantidades 
Lrmaceuticamente aceptables de al menos un ^itxvo 
seleccionado entre eetabilizantes, protectees 
.aborizantes, lactose, gelif icsntes , f luidif icantes y 
conservantes, f armaceuticamente aceptables y en 

convencionales. 

La 4 _o-/3-D-galactopiranosil-D-xilosa o las 

cemposiciones o disoluciones que la contienen, se 
admListran por via oral y conducen a la 
orina de xilosa que, valorada espectrofotometneamente, 
se utiliza de manera especifica, rutinaria, incruenta y 
sencilla para la evaluacion diagnostxea de las 
deficiencias en actividad lactasa. 

MODOS DE »^1XT.T2ACI6N OK LA INVENCION 
La invencidn se describira ahora en base a unos 
ejemploJ que ilustraran con mas details algunas de las 
caracteristicas anteriormente descritas. 

Ejemplo l: Para determinar la influencia de la 

temperatura de reacci6n se realize el siguiente ensayo: 

Se prepararon muestras de mezclas de reacci6n 



compuestas por 

125mg (500mM) de D-xilosa 

25mg (50mM)de o-nitrofenil fl-D-galactopiranosido 
1,75ml de un medio de reacci6n comprendido 

por una disolucion acuosa tamponada a pH 7 
(0,05M KH2P0 4 /K2 2 HP04 f ImM MgCl 2 , 5mM 
mercaptoetanol ) , 

a las que se anadieron unidades de enzima fl-galactosidasa 
de E.Coli en funcion de las temperaturas de reaccion 
aplicadas, de acuerdo con el siguiente -esquema: 



temperatura de reaccion 
(9 C ) 

45 
37 
25 
5 



unidades de enzima anadidas 
(u) 

1,6 
1,6 
1,6 
10 



-5 20 

Los incrementos en la cantidad de enzima fueron 
necesarios para compensar la ralentizacidn que se produce 
en la reaccion por la bajada de la temperatura de 
reaccion. Cabe indicar que es posible operar a 
temperaturas debajo del punto de congelaci6n del agua 
gracias al descenso crioscopico que se produce en el 
medio de reaccion debido a la alta concentraci6n de 
azucares en las muestras. 

Se determino, para cada una de las muestras y para 
cada etapa del procedimiento, la relaci6n entre 4-, 2- y 
3-0-J3-D-galactopiranosil-D-xilosa, por cromatograf ia de 
gases con un cromat6grafo equipado con detector de 
ionizaci6n de llama y columna capilar SE-54 de 15 m de 
longitud, 0,15mm de di&metro interno y 0,3|im de espesor. 



14 



Se empleo un flu jo de nitrogeno de lml/min. El programa 
de temperaturas utilizado era: 

Temperatura inicial: 1602C 
5 Tiempo inicial: 2 min 

Incremento temperatura: 5 2C/min 
Temperatura final: 2502C. 

Las muestras se analizaron despues de 
10 trimetilsililacion mediante el siguiente protocolo: 

Una alicuota <10ul) se congeld a -1702C y se 
liofiliz6 hasta obtener un residuo seco, tras lo cual se 
afiadio, al residuo seco, piridina (25^1) que contenia 
como referencia interna bencil 3-D-xilopiran6sido (lOmM) 
15 y N-trimetilsilimidazol <25ul), y se continu6 la 
calefaccion a 60 °C durante 30 minutos . Los tiempos de 
retencidn de los picos asignables a los distintos 
disacaridos fueron los siguientes : 



20 



Bencil fl-D-xilopiranosido: 12,04min 

2-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa: 18,46 y 19,50min 

3_ 0 -B-D-galactopiranosil-D-xilosa : 18 , 30min 

4 _ 0 _j3_ D _g a l a ctopiranosil-D-xilosa: 20,35 y 20,50min 

25 La siguiente tabla refleja las proporciones tomadas 

en el maximo de formacion de disacaridos, de 4-0-B-D- 
galactopiranosil-D-xilosa (-compuesto I) f rente a la suma 
de sus regioisomeros 2- y 3-0-B-D-galactopiranosil-D- 
xilosa que se obtuvieron: 







Tabla 


1 




Temperatura 


Ti empo 


aproximado 


de 


relacidn compuesto I / 




reacci6n 


(minutos) 




compuestos II + III 


45 


90 






68:32 


37 


150 






71:29 


25 


180 






79:21 


5 i 


270 






80 :20 


-5 


120 






83:17 



De la anterior tabla se desprende que a medida - que se 
bajaba la temperatura, se produjo un aumento en la 
proporcion de 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa . 

Ejemplo 2: Para determinar la influencia del pH en la 

reacci6n, se prepararon las siguientes muestras : 



Gal-ONP (50mM): 25mg 

D-xilosa (500mM): 125mg 

Galactosidasa de E.coli: 1,6 u 
Disoluci6n acuosa tamponada( f osf ato 
potasico 50mM, ImM MgCl 2 , 5mM 

mercaptoetanol )a pH: 8,5 1,6ml 

7 1,6ml 

5 1,6ml 



y se hicieron reaccionar a 37?C. 

El progreso de la reacci6n se sigui6 del mismo modo 
que se describe en el ejemplo 1. 

La siguiente tabla refleja las proporciones de 4-0- 
fl-D-galactopiranosil-D-xilosa (=compuesto I) f rente a la 
suma de sus regioisomeros 2- y 3-0-B-D-galactopiranosil- 
D-xilosa que se obtuvieron: 
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Tabla 2 



5 



pH 


Tiempo aproximado 
reaccion (minutos) 


de 


relacion 
compuestos 


compuesto 
II + III 


I 


/ 


8,5 


60 




68 : 32 








7 


150 




71:29 








5 


180 




81:19 









De la anterior tabla se desprende que en medio 

basico (pH=8,5), la proporcion del compuesto I era menor 

10 que en medio neutro <pH=7), detectandose la mayor 
proporcion del compuesto I en medio acido (pH=5). 

Ejemplo 3: Para sintetizar 4-0-B-D-galactopiranosil-D- 

xilosa se disolvieron 6g de o-nitrofenil B-D- 
15 galactopiran6sido (Gal-ONP) y 25g de D-xilosa en 330ml de 
agua tamponada a pH 7 (0,05M KH 2 P0 4 /K2 2 HP0 4 , ImM MgCl 2 , 
5mM mercaptoetanol ) , se anadieron 2mg (640u) de enzima B- 
galactosidasa de E.Coli, y la disoluci6n asi obtenida se 
sometio a incubacion a 303 C en un agitador orbitalico 
20 hasta que el Gal-ONP practicamente se consumio 
( aproximadamente 4 horas). El seguimiento de la reacci6n 
se llevo a cabo por cromatoqraf ia en capa fina con 
isopropanol/NH 3 (30%)/H 2 0 = 7,5/0,5/2,5 como eluyente y 
tomando como referenda los valores de Rf siguientes : 
25 Rf (Gal-ONP): °/ 58 

Rf (D-xilosa): 0,47 
Rf ( 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa) : 0,17 
Rf ( 2-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa 
+ 3-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa) : 0,26 

30 

La reaccidn se paro por calentamiento en bano de 
agua a 100SC durante 10 minutos, y seguidamente se 
extrajo el o-nitrofenol formado con CH 2 C1 2 . La disoluci6n 
acuosa se concentr6 hasta sequedad y el residuo se 
35 acetild de manera en si convencional (anhidrido 



ac^tico/piridina = 1:1/ a temperatura ambiente, durante 
una noche y con agitacidn magnet i ca ) . Pasado este tiempo, 
la mezcla de reacci6n se concentr6 y los restos de 
piridina y anhidrido acetico se eliminaron por adiciones 
y evaporaciones sucesivas de tolueno. Las sales 
precipitadas se filtraron, el filtrado se concentro a 
sequedad y el residuo se cromatograf io en columna de gel 
de silice utilizando como eluyente un gradiente de 
hexano/acetato de etilo de 4:1 - 1:1. De la columna se 
eluyo primero la D-xilosa acetilada y despues la mezcla 
de los disacSridos acetilados. Una vez concentradas las 
fracciones que contenlan la mezcla de disacaridos, el 
residuo se disolvio en MeOH, se anadio una disoluci6n de 
MeONa/MeOH 1M, y la mezcla asi obtenida se agito hasta 
que la desacetilaci6n era completa (seguimiento por tic 
con isopropanol/NH 3 /H 2 0) . La mezcla se neutraliz6 con 
AMBERLITA IR-120 (H + ) y se concentr6 hasta sequedad. La 
mezcla de disacaridos libres se cristalizo dos veces 
sucesivas con MeOH/acetona , obteniendose 1,0 7g de 4-0-fl- 
D-galactopiranosil-D-xilosa pura con un 17% de 
rendimiento basado en el Gal-ONP inicial . (Punto r de 
fusion: 171-176°C; 1 HRMN (D 2 0): 5 5,17 Y 4,58 (2D, lh, J 
3,8 y 7,8Hz, H-la y H-lp), 4,55 y 4,45 (2d, 1H, J 7.8 Hz, 
H-l'), 4,05 (dd, 1H, J 5.3 y 11.6Hz, H-5e), 3,38 (dd, 1H, 
J 10,6 y 11,6 Hz), 3,25 (dd, 1H, J 7,8 y 9,4 Hz, H-2 ' ) . 

Ejemplo 4: Se prepar6 una columna de activo/celita 

mezclando en seco 200g de carb6n activado (DARCO G-60) y 
200 g de celita, y se anadio agua hasta que se formo una 
pasta homogenea. La pasta se trat6 con 150ml de HC1 (35%) 
para desactivar el carb6n, asl como para lavar restos de 
hierro y cenizas alcalinas, y posteriormente se lavo con 
agua hasta que las aguas de lavado salieron neutras . Una 
vez lavada, se empaquet6 en una columna de cromatograf la 
de 5cm(o) x 50cm, y se compact6. 
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Para sintetizar 4-0-fl-D-galactopiranosil-D-xilosa se 
disolvieron 5g de o-nitrof enil B-D-galactopiranosido 
(Gal-ONP) y 25g de D-xilosa en 330ml de agua tamponada a 
pH 7 (0,05M KH 2 P04/K2 2HP0 4/ lmM MgCl 2 , 5mM 
5 mercaptoetanol), se anadieron 2mg (640u) de enzima Si- 
galactosidasa de E.Coli, y se sometio la disolucion asl 
obtenida a incubacion a 37° C en un agitador orbitalico 
hasta que el Gal-ONP practicamente se consumio 
( aproximadamente 2 horas). Siguiendo la metodologia 

10 expuesta en el ejemplo 3, se par6 la reaccion por 
calentamiento a lOO^C durante 10 minutos y se extrajo el 
ortonitrof enol formado con acetato de etilo. La 
disolucion acuosa se concentr6 hasta un volumen 
aproximado de 50ml, se filtr6 a trav6s de lana de vidrio 

15 y se paso por la columna de carbon activo/celita. En 
primer lugar se eluyo con agua el exceso de D-xilosa y 
seguidamente, utilizando un gradiente fraccionado de 
EtOH/H 2 0 (2%-10% de EtOH) se recogi6 la mezcla de 
disacaridos. Las fracciones enriquecidas en el 

20 regiois6mero 4-0-fl-D-galactopiranosil-D-xilosa se 

juntaron y concent raron hasta un volumen reducido, tras 
lo cual se anadio acetona hasta la aparicion de turbidez 
dejandose reposar la mezcla si obtenida en frio. La 4-0- 
fl-D-galactopiranosil-D-xilosa cristalizd de forma pura, 

25 obteniendose 970mg, es decir, un 19% basado en el Gal-ONP 
inicial, cuyos datos espectrales coincidieron con los 
expuestos con respecto al producto obtenido de acuerdo 
con el ejemplo 3. 

30 Ejemplo 5: Se preparo una columna de carbon 

activo/celita mezclando en seco 2 00g de carb6n activado 
(DARCO G-60) y 2 00 g de celita, y se afiadi6 agua hasta 
que se form6 una pasta homog6nea. La pasta se trat6 con 
150ml de HC1 (35%) para desactivar el carb6n y lavar 

35 restos de hierro y cenizas alcalinas, y posteriormente se 



Iav6 "con agua hasta que las aguas de lavado salieron 
neutras. Una vez lavada, se empaquet6 en una columna de 
cromatograf la de 5cm(0) x 50cm, y se compact6. 

Para sintetizar 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa se 
disolvieron 5g de o-nitrofenil fi-D-galactopiranosido 
(Gal-ONP) y 25g de D-xilosa en 3 30ml de agua tamponada a 
pH 7 (0,05m KH 2 P04/K2 2HP0 4/ ImM MgCl 2 , 5mM 
mercaptoetanol ) , se anadieron 2mg (640u) de enzima 13- 
galactosidasa de E.Coli, y la disolucion asl obtenida se 
sometio a incubaci6n a 37 Q C en un agitador orbitalico 
hasta que el Gal-ONP practicamente se consumio 
( aproximadamente 2 horas). Siguiendo la metodologla 
expuesta en el ejemplo 3, se paro la reaccion por 
calentamiento a 100 SC durante 10 minutos y se extra jo el 
ortonitrof enol formado con acetato de etilo. La_ 
disolucion acuosa se concentro hasta un volumen de 
aproximadamente 50ml, se filtro a trav6s de lana de 
vidrio y se pas6 por la columna de carb6n activo/celita . 

Para cristalizar la 4-0-J3-D-galactopiranosi*l-D- 
xilosa, en primer lugar se eluyo con agua el exceso de D- 
xilosa y seguidamente , utilizando un gradi'ente 
fraccionado de EtOH/H 2 0 (2%-10% de EtOH) se recogi6 la 
mezcla de disac£ridos. Las fracciones enriquecidas en el 
regiois6mero 4-0-fl-D-galactopiranosil-D-xilosa se 

juntaron, se concentraron a un volumen reducido y se 
disolvieron en la cantidad minima posible de agua, tras 
lo cual se anadi6 acetona gota a gota, hasta la aparici6n 
de turbidez dej£ndose cristalizar la mezcla asi obtenida 
a temperatura ambiente durante dos horas . Al cabo de dos 
horas se comprobo, con una capa fina del sobrenadante 
( transparente) que aun quedaba una cantidad de 4-0-B-D- 
galactopiranosil-D-xilosa sin cristalizar. Se volvi6 a 
anadir acetona hasta turbidez y se dejo reposar otras dos 
horas. Finalmente, se anadi6 m^s acetona y se almacen6 la 
muestra en nevera durante la noche y se comprob6 que el 
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30 



sobrenadante producido contenla solo una minima cantidad 
de 4-0-/3-D-galactopiranosil-D-xilosa. Los cristales de 4- 
O-fl-D-galactopiranosil-D-xilosa se filtraron y lavaron 
con acetona. 

La 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa se obtuvo de 
forma pura, obteniendose 15571*9, es decir, un 30% basado 
en el Gal-ONP inicial, cuyos datos espectrales 
coincidieron con los expuestos con respecto al producto 
obtenido de acuerdo con el ejemplo 3. 



Ejemplo 6: Se prepard una columna de carbdn 

activo/celita mezclando en seco 200g de carbdn activado 
(DARCO G-60) y 200 g de celita, y se afiadid agua hasta 
que se formd una pasta homogenea. La pasta se tratd con 
15 150ml de HC1 (35%) para desactivar el carbon y lavar 
restos de hierro y cenizas alcalinas, y posteriormente se 
lavo con agua hasta que las aguas de lavado salieron 
neutras. Una vez lavada, se empaquet6 en una columna de 
cromatograf ia de 5cm(o) x 50cm, y se compacts. 
20 Para sintetizar 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa se 

disolvieron 5g de o-nitrofenil fi-D-galactopirandsido 
(Gal-ONP) y 25g de D-xilosa en 330ml de agua tamponada a 
pH 6,8 (0,05M KH 2 P0 4 /K2 2 HP04, ImM MgCl 2 , 5mM 
mercaptoetanol) , se afiadieron 70 unidades de enzima R- 
25 galactosidasa de Kluyveramyces lactis (MAXILACT®) , y la 
disoluci6n asi obtenida se sometid a incubacidn a 37 s C 
en un agitador orbitalico hasta que el Gal-ONP 
practicamente se consumid ( aproximadamente 2 horas). La 
reaccidn se siguid mediante cromatograf ia de capa fina 
con isopropanol/NH 3 /H 2 0 (7,5/0,5/2,5) resultando los 
siguientes Rf ' s : 



Rf (Gal-ONP): °' 58 
Rf (D-xilosa): 0,47 
35 Rf (4-0-fl-D-galactopiranosil-D-xilosa) : 0,17 



Rf ( 2-0-fi-D-galactopiranosil-D-xilosa 

+ 3-0-fi-D-galactopiranosil-D-xilosa) : 0,26 

Siguiendo la metodologla expuesta en el ejemplo 4, 
se paro la reaccion por calentamiento a 1009C durante 10 
minutos y se extrajo el ortonitrof enol formado con 
acetato de etilo y se filtro para eliminar restos de la 
enzima. La disoluci6n acuosa se concentr6 a vaclo a un 
volumen aproximado de 45ml, y se paso por columna de 
carbon activo/celita. En primer lugar se eluyo con agua 
el exceso de D-xilosa y seguidamente, utilizando un 
gradiente fraccionado de EtOH/H 2 0 (2% 10% de EtOH) se 
recogi6 la mezcla de disacaridos. Las fracciones 
enriquecidas en el regioisomero 4-0-fl-D-galactopiranosil- 
D-xilosa se juntaron y se concentraron hasta un volumen 
reducido, tras lo cual se anadi6 acetona hasta la 
aparici6n de turbidez dej&ndose reposar la mezcla asi 
obtenida en frio. La 4-0-f3-D-galactopiranosil-D-xilosa 
cristalizada se filtr6 por placa filtrante, obteniendose 
817mg, es decir, un 16% basado en el Gal-ONP inicial . 7 

Ejemplo 7: Se preparo una columna de carbon 

activo/celita mezclando en seco 200g de carbon activado 
(DARCO G-60) y 200 g de celita, y se anadi6 agua hasta 
que se formo una pasta homogenea. La pasta se trat6 con 
150ml de HC1 (35%) para desactivar el carbon y lavar 
restos de hierro y cenizas alcalinas, y posteriormente se 
lav6 con agua hasta que las aguas de lavado salieron 
neutras.^ Una vez lavada, se empaqueto en una columna de 
cromatograf ia de 5cm(0) x 50cm, y se compacto . 

Para sintetizar 4-0-J3-D-galactopiranosil-D-xilosa se 
disolvieron 5g de o-nitrofenil B-D-galactopiran6sido 
(Gal-ONP) y 25g de D-xilosa en 330ml de agua tamponada a 
PH 7 (0,05M KH2PO4/K22HPO4, ImM MgCl 2 , 5mM 
mercaptoetanol ) , se anadieron 80 unidades de enzima J3- 
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galactosidasa de E. coli, y la disolucion asi obtenida se 
sometio a incubacion a 37 9 C en un agitador orbit&lico 
durante 24 horas . La reaccion se sigui6 mediante 
cromatograf la de capa fina con isopropanol/NH 3 /H 2 0 
5 (7,5/0,5/2,5) resultando los siguientes Rf 1 s : 

Rf (Gal-ONP) : °/ 58 

Rf (D-xilosa): 0/47 

Rf ( 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa ) : 0,17 
10 Rf ( 2-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa 

+ 3-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa) : 0,26 

Siguiendo la metodologla expuesta en el ejemplo 3, 
se paro la reacci6n por calentamiento a lOO^c durante 10 

15 minutos y se extrajo el ortonitrof enol formado con 
acetato de etilo y se filtro para eliminar restos de la 
enzima. La disolucion acuosa se concentro a vacio hasta 
un volumen aproximado de 7 0ml, y la disolucion 
concentrada se eluyo a traves de una columna de carbon 

20 activo/celita. En primer lugar se eluyo con 
isopropanol/agua al 2% y se recogieron 1,3 litros. 
Despues se recogieron fracciones al 4% hasta 2,6 litros, 
utiliz&ndose un volumen total de 3,9 litros. 

Las fracciones enriquecidas en el regioisomero 4-0- 

25 B-D-galactopiranosil-D-xilosa S e juntaron y concentraron 
hasta un volumen reducido, tras lo cual se anadio acetona 
hasta la aparicion de turbidez dejdndose reposar la 
mezcla asi obtenida en frio. La 4-0-B-D-galactopiranosil- 
D-xilosa cristalizada se filtro por placa filtrante, 

30 obteniendose 1.213mg, es decir, un 24% basado en el Gal- 
ONP inicial. 
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Ejemplo 8: Se prepar6 una columna de carb6n 

activo/celita mezclando en seco 2 4g de carb6n activado 
(DARCO G-60) y 24 g de celita, y se ahadi6 agua hasta que 



se form6 una pasta homog6nea. La pasta se trat6 con 18ml 
de HCl (35%) para desactivar el carb6n asi como lavar 
restos de hierro y cenizas alcalinas, y posteriormente se 
lavo con agua hasta que las aguas de lavado salieron 
neutras . Una vez lavada, se empaqueto en una columna de 
cromatograf la y se compact6. 

Para sintetizar 4-0-J3-D-galactopiranosil-D-xilosa se 
disolvieron 5g de o-nitrofenil J3-D-galactopiran6sido 
(Gal-ONP) y 25g de D-xilosa en 330ml de agua tamponada a 
pH 7 (0,05m KH 2 P04/K2 2HP0 4/ ImM MgCl 2/ 5mM 
mercaptoetanol ) , se anadieron 80 unidades de enzima R- 
galactosidasa de E.Coli, y la disoluci6n asi obtenida se 
sometio a incubacion a 37 2 c en un agitador orbit&lico 
hasta que el Gal-ONP pr£cticamente se consumi6 \ (24 
horas). La reaccion se siguio mediante cromatograf la de 
capa fina con isopropanol/NH 3 /H 2 0 (7,5/0/5/2,5) de manera 
an&loga a la indicada en el ejemplo 7. Siguiendo la 
metodologla expuesta en el ejemplo 3, se par6 la reacci6n 
por calentamiento a lOO^c durante 10 minutos, se dej6 
enfriar y se extrajo el ortonitrof enol formado con 
acetato de etilo. A la disoluci6n acuosa se anadi6 celita 
(40g) y la mezcla se concentro hasta sequedad. El residuo 
s61ido se sometid a una extraccion solido-llquido usando 
un extractor "soxhlet" equipado con cartucho de celulosa 
y usando acetato de etilo (500ml) como disolvente. Al 
cabo de 23 horas el solido resultante se lavo con agua (3 
x 40 ml) y la disoluci6n acuosa se eluy6 a trav^s de la 
columna de carb6n activo-celita . En primer lugar se eluy6 
con isopropanol/agua al 2% y a continuaci6n con 
isopropanol/agua al 4%, utilizandose un volumen total de 
eluyente de 400 ml. Las fracciones enriquecidas en el 
regiois6mero 4-0-fl-D-galactopiranosil-D-xilosa se 

juntaron y concentraron hasta sequedad. El residuo se 
cristaliz6 de acetona-agua de manera similar a la 
descrita en el e/jemplo 7, obteni6ndose 0,44g de 
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disacarido puro y cristalino. 

Ejemplo 9: Para sintetizar 4-0-fl-D-galactopiranosil-D- 

xilosa se disolvieron 4,12g de o-nitrofenol I3-D- 
5 galactopiran6sido (Gal-ONP) y 20,6 g de D-xilosa en 272ml 
de agua tamponada a pH 7 (0,05M KH2P0 4 /K22HP0 4/ ImM 
MgCl 2 , 5mM mercaptoetanol ) , se anadieron 66 unidades de 
enziraa B-galactosidasa de E.Coli, y la disolucidn asl 
obtenida se sometid a incubacion a 37 sc en un agitador 

10 orbitalico hasta que el Gal-ONP practicamente se consumid 
(21 horas). La reaccion de detuvo por enfriamiento a O^C 
y se filtrd el o-nitrofenol como un sdlido. Al filtrado 
se le anadieron 60 g de carbdn activo y la mezcla 
resultante se agitd durante 30 min. Por medio de tic del 

15 sobrenadante se observd la ausencia de disacarido en 
disolucidn, al estar adsorbido sobre el carbon activo. La 
mezcla se filtrd y el sdlido de carbon activo se lavd con 
agua (400 ml), isopropanol al 2% (100 ml), isopropanol al 
4% (200 ml) e isopropanol al 6% (200 ml). Las fracciones 

20 que contenian disacarido 4-0-J3-D-galactopiranosil-D- 
xilosa se concentraron y el residuo (2,38 g) se 
cristalizo de acetona-agua obteniendose 1,55 g de un 
sdlido que se cristalizo de nuevo de la misma mezcla de 
disolventes de manera analoga a la del ejemplo 7. Se 

25 obtuvieron 1,32 g de disacarido puro (32%). 



REIVINDICACIONES 

1. Un procedimiento enzim&tico para obtener 4-0-/3- 

D-galactopiranosil-D-xilosa que comprende 

una primera etapa en la que se prepara una primera 
mezcla de reaccion de 

2-20 % en peso de D-xilosa 

0,5-5% en peso de un sustrato J3-D- 
galactopiranosido 

75-97,5 % en peso de un medio de reaccion que 
comprende agua tamponada a un pH entre 5.0 y 9.0; 

anadiendose 10 a 1.000 unidades de una enzima 
J3-D-galactosidasa, por gramo de J3-D-galactopiran6sido a 
la primera mezcla de reacci6n; y obteniendose una segunda 
mezcla de reacci6n; 

una segunda etapa en la que la segunda mezcla de- 
reaccion se somete a una reaccion a una temperatura 
comprendida entre una temperatura superior al punto de 
congelaci6n de la segunda mezcla de reacci6n y 45 9C, 
durante 2 a 48 horas, para formar disac£ridos eri la 
segunda mezcla de reacci6n; 

una tercera etapa en la que se para la reaccion 
cuando se han formado los disacaridos en la cantidad 
deseada, mediante un tratamiento elegido entre una 
desactivaci6n de la fl-D-galactosidasa por congelacion de 
la segunda mezcla de reacci6n a una temperatura entre - 
20°C y -170°C, una desactivacion de la fl-D-galactosidasa 
por calentamiento de la segunda mezcla de reacci6n a una 
temperatura entre 95 y 1102C, y una separaci6n de la fl-D- 
galactosidasa de la segunda mezcla de reacci6n por 
ultraf iltracion; obteniendose una tercera mezcla de 
reacci6n; 

una cuarta etapa en la que se separa de la tercera 
mezcla de reacci6n, mediante extracci6n o filtraci6n, un 
fragmento aglic6nico del sustrato B-D-galactopiran6sido 
usado en la primera etapa; obteniendose una cuarta mezcla 
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de reaccion; 

una quinta etapa en la que se aislan fracciones que 
contienen 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa, 
caracterizado 

5 porque, la quinta etapa se selecciona entre una 

adici6n de celita a la cuarta mezcla de reaccion, seguida 
de extraccion solido-liquido con un disolvente y elucion 
con un primer eluyente en una columna; y una adicion 
directa de carbon activo a la cuarta mezcla de reaccion 

10 seguida de filtracion y elucion con un segundo eluyente, 

y porque en una sexta etapa, las fracciones que 
contienen 4-0-/3-D-galactopiranosil-D-xilosa se 

cristalizan en una mezcla de cristalizaci6n seleccionada 
entre mezclas de acetona/metanol en una relaci6n entre 

15 5/1 a 20/1, y mezclas de acetona/agua en una relaci6n 
entre 5/1 a 20/1. 

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la cuarta mezcla de reaccion se 
20 concentra antes de someterse a la elucion en la columna. 

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la mezcla de acetona/metanol presenta 
una relaci6n de 10/1. 

25 

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la mezcla de acetona/agua presenta 
una relacion de 10/1. 

30 5. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 

caracterizado porque el primer eluyente es una mezcla de 

agua/isopropanol que contiene 1 a 10% (v/v) de 
isopropanol . 

35 6. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, 



caracterizado porque la mezcla agua/isopropanol contiene 
un 2% (v/v) de isopropanol. 

7. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado 
porque la quinta etapa consiste en la adicidn de celita a 
la cuarta mezcla de reaccion y concentracion hasta 
sequedad, seguida de una extraccion solido-liquido con un 
disolvente org&nico en un extractor soxhlet que lleva un 
cartucho de un material compatible con dicho disolvente, 
y elucidn con un primer eluyente en una columna 
seleccionada entre columnas de filtraci6n con rellenos de 
polimeros de dextranos entrecruzados, columnas de 
filtracidn con rellenos de polimeros de acrilamida, 
columnas de filtracion de carbdn activo o columnas de 
carb6n activo-celita ♦ 

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado 
porque el disolvente es acetato de etilo. 

9. Procedimiento segun la reivindicaci6n 7, caracterizado 
porque el disolvente se usa en una cantidad comprendida 
entre 10 ml y 25 ml por gramo de xilosa inicial. 

10. Procedimiento segun la reivindicaci6n 7 , 
caracterizado porque la celita se usa en una cantidad 
comprendida entre lg y 2g por gramo de xilosa inicial, 

11. Procedimiento segun la reivindicaci6n 7 , 
caracterizado porque la columna es de carbon activo-celita 
en la que se desactiva el carbon mediante adicion de acido 
clorhidrico al 35%. 

12. Procedimiento segun la reivindicaci6n 11, 
caracterizado porque la celita se usa en una cantidad 
comprendida entre 0,5g y 2g de celita por gramo de xilosa 
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inicial . 



13. Procedimiento segun la reivindicacion 11, 
caracterizado porque el carbon activo se usa en una 

5 cantidad comprendida entre 0,5g y 2g de carbon activo por 
gramo de xilosa inicial. 

14. Procedimiento segun la reivindicacion 7, 
caracterizado porque dicho primer eluyente se usa en una 

10 cantidad comprendida entre 5 ml y 25 ml por gramo de 
xilosa inicial. 

15. Procedimiento segun la reivindicacion 11, 
caracterizado porque el acido clorhidrico se usa en una 

15 cantidad comprendida entre 0,5ml y 1,5ml por gramo de 
xilosa inicial. 



16. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque en la quinta etapa la cuarta mezcla 

2 0 de reaccion se somete a una adicion directa con al menos 
un segundo eluyente sobre carbon activo en la que la 4-0- 
fl-D-galactopiranosil-D-xilosa se adsorbe sobre el carbon 
activo y el segundo eluyente es agua seguido de 
isopropanol diluido con proporcion creciente en volumen de 

25 isopropanol en pasos sucesivos. 

17. Procedimiento segun la reivindicaci6n 16, 
caracterizado porque la proporci6n en volumen de 
isopropanol est& comprendida entre 1% y 3% en un primer 

30 paso, entre un 3% y un 5% en un segundo paso, y entre un 
5% y un 7% en un tercer paso. 

18. Procedimiento segun la reivindicaci6n 16, 
caracterizado porque el carbon activo se usa en una 

35 cantidad comprendida entre 2g y 4g de carb6n activo por 



gramo de xilosa inicial. 



19. Procedimiento segun la reivindicacion 16, 
caracterizado porque el segundo eluyente se usa en una 
cantidad total comprendida entre 30ml y 5 0ml de segundo 
eluyente por gramo de xilosa inicial. 

20. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 16 , 
caracterizado porque la reaccion se para por enfriamiento 
de la segunda mezcla de reaccidn a O^c. 

21. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, 16, y 20, 
caracterizado porque la cuarta mezcla de reacci6n se 
obtiene por separacion del fragmento agliconico de 
sustrato fi-D-galactopiranosido mediante f iltraci6n. 

22. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la proporci6n de D-xilosa en la 
segunda mezcla de reaccion es de 7,5% en peso. 

23. Procedimiento segun la reivindicacion - -i^ 
caracterizado porque la proporci6n del B-D- 
galactopiranosido en la segunda mezcla de reaccion es de 
1,5% en peso. 

24. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque se anaden 20 unidades de fl^D- 
galactosidasa, por gramo de B-D-galactopiranosido. 

25. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque el medio de reacci6n comprende 
adem&s al menos un medio codisolvente seleccionado entre 
dimetilsulf 6xido, dimetilf ormamida , dioxano y mezclas de 
los mismos. 




26. Procedimiento segun la reivindicaci6n 25, 
caracterizado porque el medio de reacci6n coroprende el 
2 0% en peso del medio co-disolvente . 

5 27. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la reaccion se lleva a cabo a 
temperatura constante . 

28. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1 6 27, 
10 caracterizado porque la temperatura de reaccion es de 

-52C a 409C. 

29. Procedimiento segun la reivindicacion 1, o 27, 
caracterizado porque la temperatura de reaccion es 

15 superior a la temperatura de congelacidn de la segunda 
mezcla e inferior a 0?C. 

30. procedimiento segun la reivindicaci6n 1, 28 o 29, 
caracterizado porque la temperatura de reacci6n es de - 

20 5?C. 

31. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 28, 
caracterizado porque la temperatura de reaccion es 
temperatura ambiente. 

25 

32. Procedimiento segun la reivindicacidn 1, 26 o 27, 
caracterizado porque el medio de reaccidn esta tamponado 
a pH 7. 

30 33. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque, en la tercera etapa, la reaccidn se 
para mediante congelaci6n de la segunda mezcla de 
reacci6n a una temperatura de -782C. 

35 34. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, 



caracterizado porque, en la tercera etapa, la reacci6n se 
para mediante calentamiento de la segunda mezcla de 
reacci6n hasta una temperatura de 100 sc. 

35. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque, en la tercera etapa , la reaccion se 
para mediante una separaci6n de la J3-D-galactosidasa por 
ultraf iltracion. 

36. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizado porque el sustrato J3-D-galactopiran6sido se 
selecciona entre o-nitrofenil B-D-galactopiran6sido y 
lactosa . 

37. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1_~, 
caracterizado porque la enzima B-galactosidasa es R- 
galactosidasa de E . coli. 

38. Procedimiento segun la reivindicacion 1, 
caracterizado porque la enzima fi-galactosidasa es R- 
galactosidasa de Kluyveramyces lactis . 

39 . Una 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa caracterizada 
porque se ha obtenido mediante el procedimiento definido 
en cualquiera de las reivindicaciones 1-38. 

40. Una composicion para la evaluacion in vivo de la 
lactasa intestinal en humanos, caracterizada porque 
comprende una 4-0-J3-D-galactopiranosil-D-xilosa obtenida 
mediante el procedimiento definido en cualquiera de las 
reivindicaciones 1-38 . 

41. Una disoluci6n para la evaluaci6n in vivo de la 
lactasa intestinal en humanos, caracterizada porque 
comprende es una disoluci6n seleccionada entre soluciones 
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acuosas y soluciones salinas, de una 4-0-J3-D- 
galactopiranosil-D-xilosa obtenida mediante el 

procedimiento definido en cualquiera de las 
reivindicaciones 1-38. - 

42 . Uso de 4-0-B-D-galactopiranosil-D-xilosa preparada 
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-38, en la 
preparacion de una composicion para la evaluacion in vivo 
de lactasa intestinal en humanos. 



43. Uso de B-D-galactopiranosil-D-xilosa preparada segun 
cualquiera de las reivindicaciones 1-38, en la 
preparacion de una disolucion seleccionada entre 
soluciones salinas y soluciones acuosas, para la 
15 evaluacion in vivo de lactasa intestinal en humanos. 

* 44. Uso segun la reivindicacion 42 o 43, caracterizado 
porque la B-D-galactopiranosil-D-xilosa se combina con 
cantidades farmaceuticamente aceptables de al menos un 
20 aditivo seleccionado entre estabilizantes , protectores, 
saborizantes, lactosa, gelif icantes , f luidif icantes y 
conservantes . 
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